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ONSOZ

B-galaktosidaz enzimi, siit sekeri olarak da bilinen laktozun hidrolizini
katalizleyerek laktoza gore daha tathh ve ¢oziniirligi yiiksek olan glikoz ve
galaktoz monosakkaritlerinin olusumunu saglar. Coziintrligii diisiik olan
laktozun sindirim problemlerine bagli olarak kalin bagirsakta birikmesi
sonucunda laktoz intoleransi goriiliir. Ortamda biriken fazla laktoz molekiilleri
ozmotik etkiye neden olarak dokunun susuz kalmasina, dokularda ¢ok az
miktarda kalsiyum emilmesine ve mikrofloranin laktoz fermantasyonu
neticesinde sulu ishal, sigkinlik, gaz, karin agrisi, bulant1 ve kusmaya bagl
sikayetler seklinde kendini gOsteren rahatsizliklar ortaya ¢ikmaktadir. Laktoz
intolerans1 diinyada sindirim bozuklugu yoniinden karsilasilan sorunlarin
basinda yer almaktadir. Bu sorun beyaz tenli yetiskinlerde %10-30 iken,
zencilerde ve Asya toplumlarinda %90’a kadar c¢ikmaktadir. Bu sonuglar
yeryliziinde yasayan her 10 insandan birinin siit {irlinlerini sindirmede gii¢liik
yasadigini gostermektedir.

Siitiin ana karbonhidratt olan laktozun hidrolizi asitlerle veya enzimlerle
meydana gelmektedir. Asit kullanilarak laktozun hidrolize edilmesi ile siit ve
siit iriinlerinde tadinda, renginde ve kokusunda bozulmalar meydana
gelmektedir. Enzimlerle hidroliz edildiginde ise siitiin sadece tadinda bir
degisiklik olup siitiin tatlilik derecesini dort kat artirmaktadir. Genel olarak -
Galaktosidaz hayvanlarin, bitkilerin yapilarinda ve mikroorganizmalarda
yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Kararli bir yap1 gostermesi ve yiiksek enzim
aktivitesini ortaya koymasi nedeniyle bakteriyel icerikli p-galaktosidazlara
digerlerine gore daha cok ragbet edilmektedir. Bitkisel ve hayvansal enzimlerin
ticari degeri mikrobiyal enzimlere kiyasla daha diisiiktiir.

Yeni izole edilen yabani tip bakterilerin, enzim kaynagi olarak tespit edilip
iiretim parametrelerinin optimize edilmesi 6zellikle saglik alaninda kullanilan
enzimler i¢in 6nemli bir adimdir. Baslangigta Yiksek Lisans Tezi olarak
hazirlanan bu ¢alismada danisman tarafindan Bitlis Budakli Kaplicasindan yeni
izole edilen Bacillus licheniformis VO2 ve (Erisim Numarasi: KJ842086.1)
Bacillus licheniformis VO9 (Erisim Numarasi: KJ842092.1) kullanilarak, kati
hal fermantasyonu yontemiyle bitkisel atiklardan galaktozidaz enziminin
iiretim parametreleri i¢in yontem optimizasyonu yapilmistir. Yapilan bu
calisma ile termofilik bakteriler agisindan yerel gen kaynaklarimizin 6nemli bir
kismmi teskil eden Bitlis Budakli Kaplicasindan izole edilen bakteriler
kullanilarak, 6zellikle biyoteknolojik olarak biiyiikk 6nem tasiyan sicakliga
direngli B-Galaktozidaz enzimini {ireten bakterileri tespit etmek ve bu
enzimlerin bol ve ucuz bir sekilde tiretilmelerine olanak saglamaktir.
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1.GIRIS !

Enzimler canli hiicreler tarafindan meydana getirilen, kimyasal reaksiyonlara
etki ederek reaksiyonlar katalizleyen protein yapili maddelerdir. Enzimin
bilimsel anlamda kullanimi ilk kez 1878 yilinda Kuhne tarafindan ele
almmistir. Daha sonra Eduard Buchner 1897 yilinda hiicrelerden islevsel bir
sekilde enzimleri ekstrakte ettigini bildirmistir (Paulo ve Giibitz, 2003).
Enzimler etki ettigi reaksiyonun aktivasyon enerjisini diislirerek tepkimenin
hizini, kimyasal reaksiyonlara gore 108-10'° kat etki ederek reaksiyonun hizini
arttirirlar (White ve ark., 1978).

Enzimler etki ettigi reaksiyona gore 6 ana kategoriye ayrilmistir. Bunlar
Oksidoretiikteazlar, Transferazlar, Hidrolazlar, Liyazlar, izomerazlar ve
Ligazlar olarak gruplandirilmistir (Goziikara, 1997). Hidrolazlarin g¢ogu
mikrobiyal kékenli olup ticari enzimlerin hemen hemen hepsi bu grupta yer
almaktadir.

Enzimler endiistriyel kullanimlarina gore diinya c¢apinda genis bir pazara
sahiptir. Enzimlerin bu pazardaki ekonomik degeri milyarlarca dolara tekabiil
etmektedir. Enzimler, deterjan sanayisinde % 37, tekstil sanayisinde % 12,
nisasta endiistrisinde %11, ekmekgilikte % 8, hayvan yemi sanayisinde % 6 ve
toplamda % 75°lik pazar payina sahiptir (Tanyildizi, 2007). Diinya genelinde
islem goren endiistriyel enzimlerin yaklagik % 60’1 Avrupa’da, % 40’1 da ABD
ve Japonya’da iiretilmektedir.

Mikrobiyal yapili enzimler gida, kagit, tekstil, ilag, zirai ve deterjan
endiistrilerinde oldukga genis bir kullanim yelpazesine sahiptir. Endiistriyel
alanda kullanilmak iizere farkli enzimleri iireten baska bakteriyel izolatlarin
elde edilmesi yoniinde yapilan ¢alismalara olan ilgi devam etmektedir (Ghorbel
ve ark., 2009).

1.1.Laktoz (Siit sekeri)

Laktoz, bir molekiil galaktoz ve bir molekiil glikozun birlesimi ile olusmus

dissakkarit yapisina sahiptir. Laktoz sadece siit ve siit iiriinlerinde bulunur.
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Tatlilik bakimindan oran1 monosakkaritlere gore oldukea diistiktiir (Chapman
and Hall, 1990).

! Bu calisma Dr. Veysi OKUMUS'un danismanliginda Erkan YILMAZ tarafindan hazirlanan

"CH,OH

yiiksek lisans tezinden iretilmistir.

’CH,0H

3

Galaktoz

Sekil 1.1. Laktoz

Laktozun sindirimine bagh olarak ¢oziinlirligii diisiik oldugundan kalin
bagirsakta biriken fazla laktoz molekiilii ozmotik etkiye neden olarak dokunun
susuz kalmasma, dokularda ¢ok az miktarda kalsiyum emilmesine ve
mikrofloranin laktoz fermantasyonu neticesinde sulu ishal, siskinlik, gaz, karin
agrisi, bulanti ve kusmaya bagh sikayetler seklinde kendini gosteren
rahatsizliklar ortaya ¢ikmaktadir (Panesar ve ark., 2010).

Siitiin ana karbonhidratt olan laktozun hidrolizi asitlerle veya enzimlerle
meydana gelmektedir. Asit kullanilarak laktozun hidrolize edilmesi ile siit ve
siit iiriinlerinde tadinda, renginde ve kokusunda bozulmalar meydana
gelmektedir. Enzimlerle hidroliz edildiginde ise siitiin sadece tadinda bir
degisiklik olup siitiin tatlilik derecesini dort kat artirmaktadir (Pivarnik ve ark.,
1995).
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1.2. p-galaktosidaz

B-galaktosidaz (B-D-galaktozid galaktohidroliz, (E.C.3.2.1.23), laktozu
substrat olarak kullanarak bu disakkaritteki p-galaktosid baginin enzimatik
hidrolizini gergeklestirir. Uriin olarak da tatlilik oran1 ve ¢oziiniirliigii laktoza
oranla daha fazla olan glikoz ve galaktoz monosakkaritleri olusur (Giil Giiven
ve ark., 2007).

CHzOH H-OH
aH °} |
QH, N
/ 5] |
“CH / OH
OH
Lactosa Galactose Gluzoss

Sekil 1.2. B-Galaktosidaz ile laktozun hidrolizi (Weaver, 2004).

B—galaktosidaz Kalifornia denizaslani haric memelilerin hepsinde bulunur.
Insan ince bagirsaginda ii¢ farkli p-galaktosidaz enzimi mevcuttur.

1-)Laktaz: Ince bagirsak epitelinin kenar membraninda bulunur. Besinlerle
alinan laktozu glikoz ve galaktoza hidroliz eder.

2-)Asit B-galaktosidaz: ince bagirsak epitel hiicre lizozomlarinda mevcuttur.
3-)Hetero-p-galaktosidaz: ince bagirsagin epitel hiicre sitoplazmasinda yer alir.

Asit ve Hetero B-galaktosidaz’in besinlerle alman laktozun hidrolizinde roli
goriilmemektedir (Tung, 2006).
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Genel olarak [-Galaktosidaz hayvanlarin, bitkilerin yapilarinda ve
mikroorganizmalarda yaygim bir sekilde bulunmaktadir. Kararli bir yap1
gostermesi ve yiiksek enzim aktivitesini ortaya koymasi nedeniyle bakteriyel
icerikli B-galaktosidazlar digerlerine gore daha c¢ok ragbet edilmektedir.
Bitkisel ve hayvansal enzimlerin ticari degeri mikrobiyal enzimlere kiyasla
daha disiktir. Mayalar ve kiifler mikrobiyal kaynakli yapilar olarak
gosterilmektedir (Godfrey ve ark., 1996).

Seftali, kayisi, badem, kefir taneleri, yaban giilii,

Bitkiler
1 kahve

Hayvan Organlar: Ince bagirsak, Beyin ve deri dokusu

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis,
Candida

pseudotropical, Brettanomyces anomolus, Wingea
robersii

Escherichia coli, Thermus aquaticis, Bacillus sp.,
Bacillusmegaterium streptococus lactis,
Streptococus

thermophilus,Lactobacillus bulgaricus,
Lactabacillus helvenous,Bacillus circulans,Bacillus
stearotherrphilus ,Lactobacillus sporogenes
Neurospora crassa, Mucur pucillus, Alternaria
palmi,

Asperigillus foetudut, Mucur mieheri curvularia
Mantar inoegualis,Asperigillus niger, Fusorium
moniliforme, Asperigillus flovus,Alternaria
alternara, Asperigillus oryzeae, Asperigillus
phoenicis

Maya

Bakteri

Tablol.1. B-galaktosidaz Enziminin Bulundugu Kaynaklar (Gekas V. ve ark., 1985).
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1.3. p-galaktosidaz'in Fizyolojik Onemi ve Genel Ozelligi

B-galaktosidazi ortaya ¢ikarmak amaciyla o-nitrofenilbeta-D galaktosid
(ONPQ) testi uygulanarak belirlenir. -galaktosidaz ortamda bulunan laktozu
hidrolizleyen bir enzimdir. Galaktosidaz ortaminda pozitif bir bakteri
mevcutsa, renksiz olan ONPG hidroliz olarak, sar1 gériiniimlii bir madde olan
Onitrofenol (ONP) agiga cikar. Pozitif reaksiyon olmasi o maddenin
goziikmesine dayanir. A¢iga ¢ikan O-nitrofenol, alkali bir ¢dzeltide, tautomerik
etki gostererek sar1 goriintimlii bir renk olusturur (Arda, 2000).

B-galaktosidaz tarafindan hidrolize ugramamis bir laktoz ¢ocuklarda biiyiimeyi
engelledigi gibi yetiskin bireylerede her hangi bir yarari olmamaktadir (Stryer,
1981).

Molekill agirlign bakimmdan p-galaktosidaz organizmadan organizmaya
farklilik gosterir. E.coli'ye ait enzimin molekiil agirligi yaklagik 116,353
kDa’dir (Zhou ve ark., 2001). Bifidobacterium longum CCRC 15708 ait f-
galaktosidaz enziminin molekiil agirlig: ise 357 kDa’dir (Hsu ve ark., 2006).

B-galaktosidaz igin Ca*2iyonu bir inhibitor olarak rol oynamaktadir. Ama siitte
fazlaca bulunan Ca*? iyonlar1 enzimin islevini inhibe etmesi gerektirirken
enzim aktivitesinde herhangi bir diisme olmamaktadir. Ciinkii Ca*? iyonlarinin
tamami serbest halde olmayip kazeine bagl bir sekilde yer almaktadir (Garman
ve ark., 1996).

B-Galaktosidaz ince bagirsak hiicreleri tarafindan iretilmekte olup laktozu
hidrolizlemesi sonucu meydana gelen glikoz ve galaktoz tekrar ince bagirsak
hiicreleri tarafindan emilerek dolagim sistemine oradan da karacigere gelerek
metabolize olmaktadir (Lartillot, 1993).

1.4.Laktoz intoleransi

Siitte dissakkarid yapida yer alan laktoz, glikoz ve galaktozun birlesmesiyle
meydana gelir. Laktoz intolerans laktozu pargalayan enzimin yani laktazin
bulunmamasi veya islevini yerine getirmemesi durumunda olugsmaktadir. Bu da

slit veya siit ile tretilmis triinlerin sindiriminde gii¢liilk yasanmasina neden
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olmakta buna bagli olarak da ishal, sigkinlik ve asiri gaz ¢ikarma seklinde
belirtiler kendini gostermektedir. Laktoz intolerans1 diinyada sindirim

bozuklugu yoniinden karsilasilan sorunlarin baginda yer almaktadir.

Bu sorun beyaz tenli yetiskinlerde % 10-30 iken, zencilerde ve Asya
toplumlarinda bu oran % 90’a kadar ¢ikmaktadir. Bu sonuclar yeryiiziinde
yasayan her 10 insandan birinin siit Giriinlerini sindirmede gii¢lik yasadigini

gostermektedir.
Etnik Grup % populasyon
Kuzey Avrupali <10
Merkez ve Giiney Avrupali 70
Bati Asya 100
Yerli Amerikalt 80-100
Meksikalt Amerikali 53
Giiney Afrikali 13-90

Tablol.2. Diinyadaki yaygin B-galaktosidaz eksikligi (Vesa ve ark., 2000).

Laktaz ince bagirsagin yiizeyinde yer alan bir enzim olup dogumla birlikte en
yiksek seviyesine ulagmakta, iki yasindan sonra enzimin goéstermis oldugu
aktivitede azalmalar olmakta bdylece laktoz intoleransi zaman i¢inde kendini
gostermektedir.

Bu eksikligin tanis1 genel olarak klinik bulgular ile yapildig1 gibi bilinen en
basit yontem (evde kendin yap testi) Oncelikle birka¢ giin laktoz igeren
besinlerin tiiketilmesinden uzak durulmasidir. Daha sonra iki bardak yagsiz siit
icilir. Eger karin agris1 ve sikayetler kendini gosterirse laktoz intoleransiniz var
demektir. Bunun kesin tanisi i¢in bazi laboratuar incelemelerinin yapilmasi
gerekebilir. Bunlardan biri de Soluk testidir. Bu testte laktoz igeren bir sivi
icildikten sonra soluk alip verme sirasinda hidrojen gazi 6lgiiliir, ya da laktoz
tolerans testi yapilarak bu hastahigin olup olmadigi O6grenilebilir
(drahmetdobrucali.com/hastaliklar/laktoz-intoleransi).
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1.5. p-galaktosidazin Kullanim Alanlarn

Enzimatik olarak hidrolizi ger¢eklesen laktozun saglik, gida ve ¢evreye olan
katkisina bakildiginda oldukga yararli sonuglar1 goriilmektedir. Laktozun [-
galaktosidaz tarafindan yapilan hidrolizi ya asitle yiiksek sicaklikta (150°C)’de
ya da B-galaktosidazin uygun pH ve uygun sicaklik sartlarma gore enzimatik
kataliziyle olmaktadir (Ramakrishnan ve ark., 2008).

Laktozun hidroliziyle olusan glikoz ve galaktozun tatliligi laktoza kiyasla daha
fazla olmasi, laktozun pargcalanmasi endiistriyel agidan oldukga dnemlidir.

Sekerin Adi Tatlilik Orani
Sakaroz 100
Laktoz 40
Glikoz 75
Galaktoz 70

Tablo.1.3. Sekerlerin tatlilik oranlari

1.5.1.Siitteki laktozun uzaklastirilmasindaki kullanim

Yeryiiziindeki yetiskin insan popiilasyonunun yaklasik %80°1 siit ve siite dayali
iiriinleri yeteri kadar tiiketememektedir. Bunun ana sebebi ise, bu insanlarin -
galaktosidaz eksikliginden kaynaklanan siit ve siit tiriinlerine dayali laktozu
sindirememelerinden kaynaklanmaktadir. Tiiketilen siit, karin ve gaz agrisi
gibi bagirsak agrilarina neden olmaktadir (Ramakrishnan ve ark., 2008).

Bu sorunu onlemek igin siitteki laktoz, [-galaktosidaz tarafindan
hidrolizlenerek glikoz ve galaktoza donistiiriilir. Yiiksek oranda laktoz ihtiva
eden dondurulmus siitliitatlilarda, laktoz kristallesmesi neticesinde kumlu bir
goriiniim olusur bu da endistriyel agidan biiyiik bir dezavantajdir. Ancak -
galaktosidazin yardimiyla bu sekilde olusan ve istenmeyen Kristallenmeleri
donmus siit triinlerinde bulunan laktoz konsantrasyon diizeyi azaltilarak
giderilir (Grosova ve ark., 2008).
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Sekil.1.3.Siitteki laktozun hidrolizine ait iglem semasi

1.5.2.Peyniralt1 suyundaki laktozun uzaklastirilmasi i¢in kullanimi

Peyniralt1 suyu (PAS) genellikle fabrikalarda siitiin islenmesinden sonra atik
bir madde olarak yer almaktadir. Siitiin peynir olarak mayalanmasi veya diger
organik asitlerle katilagtirilmasindan sonra peynirin temel yapisini olusturan
kazeinin ¢okmesiyle arta kalan yesilimsi sar1 renkte olan bir sividir. Icerik
olarak zengin yapida olan peyniralti suyu gelismis iilkelerde ilag, gida, yem ve
laktoz iretimi seklinde kullanimi miimkiin iken maalesef iilkemizde
PAS’lardan ekonomik bir kazan¢ saglamadan toprak veya dis ortama
atilmaktadir (Kurt 1996, Kayaoglu ve ark., 2007).

B-galaktosidazin peynir suyunda bulunan laktozun hidrolizinde ve gevre
kirlenmesine yol agan siit atiklarinin degerlendirilmesinde kullanimi olduk¢a
onemlidir. Peyniraltt suyundaki laktozun (-galaktosidazla hidroliz edilerek
cevresel kirlenmenin Oniine gecildigi gibi O6nemli derecedeki hidroliz
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iriinlerinin gida sektoriinde tatlandiricilara alternatif olarak kullanilmasiyla
geri kazanilabilir (Dagbagli, 2009).

Peyniraltt sularin hidroliz islemlerinden sonra geri doniisiime alinarak
insanlarin ve hayvanlarin besinlerinde kullanilabilecegi gibi laktoz icermeyen
baska besinlerin veya tiriinlerin gelistirilmesinde degerlendirilmektedir (Ladero
ve ark., 2001).

Peyniralti sularindan laktozun geri elde edilmesiyle biskiivi, g¢ikolata,
dondurma, hazir ¢orba yapiminda ve sarkiiteri iiriinlerinin elde edilmesinde
ayrica siit tozu yerine gecebilen benzer tiriinlerin elde edilmesiyle ekonomik bir
yarar saglamaktadir (Uhlig, 1998). Laktaz enzimiyle etkilesimde bulunan
Peyniralti suyu gida sektdriinde sekerleme olarak, firm iiriinleri ve surup
iiretimine dayali uygulamalarda kullanilmaktadir.

1.5.3.0ligosakkaritlerin sentezlenmesinde kullanim

B-galaktosidaz transgalaktozilasyon ya da geri doniisiim reaksiyonuyla
bagirsakta  faydali  bulanan izolatlarin  gelismesine etki  eden
galaktooligosakkaritlerin olusumunu saglamaktadir (Brena ve ark., 2002).
Maliyet bakimindan ucuz ve verimli bir yontem olmasindan dolay1

galaktooligosakkaritlerin iiretimine olan ragbet giin gectikce artmaktadir.

Oligosakkarit meydana gelmesi miktar1 ve ¢esidi yoniinden transgalaktozil
reaksiyonuna bagli bir bigimde enzimin kaynagina, ¢esidine ve substrat
konsantrasyonuyla iliskilidir (Mahoney, 1998).

Oligosakkaritler laktoz yogunluguna bagh olarak olustugundan, maksimum
oligosakkarit iiretimi yiiksek laktoz yogunluguna bagli olarak meydan
gelmektedir bu da toplam seker miktarinin %30-40’na denk gelmektedir.
Diisiik laktoz yogunlugunda, transferaz aktivitesinde azalma meydana gelir, bu
durumda maksimum oligosakkarit kazanma orani1 %22-25’tir (Huber, 1976).
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FECTE IO P B-D-Gal (1-+6)-D-Glc ] Akt
Disakkanitlex 8.D-Gal (1.6).D-Gal 1]1;)1111\ zz
g-D-Gal (13)-D-Glc gakaxtobioz

B-D-Gal (12)-D-Glc
B-D-Gal (1—3)-D-Gal

Trisakkaritler B-D-Gal (1-+6)-3-D-Gal (1—86)-D-Glc 2 iﬁgﬁ;ﬂﬁﬂtoz
p-D-Gal (1-+6)-3-D-Gal (1—4)-D-Glc e
p-D-Gal (1-+6})-g-D-Gal (1—6)-D-Gal S e
p-D-Gal (1-3)-g-D-Gal (1—4)-D-Glc S & L
p-D-Gal (1--4)--D-Gal (1—4)-D-Glc 4' galaktozil-laktoz

Tetrasakkaritler B-D-Gal (1-6)-3-D-Gal (1—6)-g-D-Gal (1-+4)-D-Glc 6" digalaktozil-lnktoz

p-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1—6)--D-Gal (1-4)-D-Glc
p-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—4)-D-Glc . ]
Pentasakkaritler B-D-Gal (16)-g-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1-6)-g-D-Gal (1—4)-D-Glc 0" trigalatozil-laktoz

Tablo 1.4.Laktoz hidrolizi boyunca olusan oligosakkaritlerin yapilari (Mahoney,
1998).

1.6.Kat1 Faz Fermantasyonu (KFF)

Kati faz fermanyasyonu (KFF) suyun az bulundugu veya susuz bir ortamda kati
(nemli) metaryal iizerinde mikroorganizmalarin fermantasyonudur. KFF
teknigi mikroorganizmalarin dogal yagam alanlarina benzemesi ve bu canlilarin
¢ogalmasi bakimindan uygun ortam saglamasiyla tercih edilmektedir
(Singhania ve ark., 2009).

KFF teknigi enzim firetimi i¢in zengin bir ortam olmakla birlikte tarimsal
atiklarin kullanilmasinda oldukga avantajli bir tekniktir. Avantajlar1 arasinda
ekonomik ve ¢evre dostu olmasi, suya gereksinimi az olmasi gibi durumlar
sayilabilmektedir (Pandey, 2003). KFF tekniginde farkli kati substratlar
kullanilabilmektedir (bugday kabugu, piring kabugu, muz kabugu, mecimek
kabugu, arpa kabugu vb.). Sonu¢ ve kullanim bakimindan genel olarak en iyi
sonu¢ bugday kabugunda gozlendigi rapor edilmistir (Pandey ve ark., 1999).
KFF teknigiyle iiretilen enzimler arasinda amilaz, proteaz, ksilanaz, pektinaz,
seliilaz vb. bulunmaktadir (Onasakponome, 2017).
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Chakraborti ve ark. (2003), Hindistandaki Manikaran’dan yalitilmis termofilik
Bacillus polymxia’dan B-galaktosidaz enzimi hakkinda yapilan ¢alismalarda
enzimin optimal sicakligini1 60°C ve pH’sin1 (7.0) olarak tespit etmislerdir.

Boon ve ark. (2000), Bacillus circulans, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces
lactis ve Kluyveromyces fragilis'den izole edilerek kullanilan B-galaktosidaz
enziminin 20°C, 30°C, 40°C ve 50°C'deki oligosakkaritlerin enzimatik
olusumunu aragtirmiglar ve Sicaklik artigina bagh olarak oligosakkarit

olusumunun da artig oldugunu belirlemislerdir.

Hsu ve ark. (2005), Bifidobacteria tiirleri ile yaptigi ¢alismalar iginde B.
longum CCRC 15708 ile yapilan daha ileri ¢alismalarda, en yiiksek -
galaktosidaz seviyesinin sirasiyla karbon ve azot kaynaklari olarak laktoz ve
maya Oziiti ile tretildigini ortaya koymuslardir. Elde edilen B-galaktosidazin
uygun enzim iretimi i¢in gerekli olan optimum pH’sin1 (6.5) ve sicakligin 37
°C oldugunu saptamiglardir.

Khalid ve ark. (1991), psikotropik Bacillus subtilis KL.88’den elde edilen [3-
galaktosidaz enzimine ait caligmalar yapmislardir. Laktozda bulunan B-D-
glikozidik bag spesifik olup enzim gegis metal iyonlari olan (Fe*3, Cu*?, Zn*2,
Fe*?) tarafindan yarigmal olarak inhibe edildigini tespit etmisler, ayrica Ca*?
iyonunun yiiksek konsantrasyonlarinda enzimi kismen inhibe ettigini bu
caligmaya bagli olarakta da alkalin metal iyonlarindan (Na* K*, Li*) birgogu

tarafindan enzimin aktive edildigini bildirmislerdir.

Vetere ve ark. (1998), Bacillus circulans’tan elde edilen -galaktosidazin iyi
bir transglikolitik etkinlige sahip oldugunu ve enzimin simdiye dek iki
izoformu literatiirde tarif edildigini ancak arastiricilar yaptiklarr ¢calismalarda
daha 6nce hig agiklanmayan ti¢iincii bir izoformun varhigini rapor etmislerdir.
Bu ii¢ formun molekiiler agirliklar: sirasiyla 1. Enzim igin 212 kDa, Il. enzim
icin 145 kDa ve Ill. enzim i¢in 86 kDa olarak belirtmislerdir. O-nitrofenil-p-d-
galaktopiranosid (ONPG) ve laktozun hidrolizine bagli Kinetik parametreler
belirlenmis ve ONPG igin asagidaki Km degerleri sirasiyla I, II ve III igin 3.6,
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5.0 ve 33 mM, laktoz i¢in swrasiyla 3.7, 2.94 ve 2.71 mM seklinde
belirlemislerdir.

Vasiljevic ve ark. (2001), yaptig1 ¢alismalarda endiistriyel olarak iiretilen -
galaktosidazlarin maksimum {iretimi i¢in en uygun kaynagin bakteriler
oldugunu bildirmislerdir. Bunu desteklemek igin siit sanayisinde 6nemli bir yeri
olan B-galaktosidazin iiretimi igin termofilik bir form olan laktik asit izolatlarini
kullamiglardir. Calismalarda termofilik izolatlarin B-galaktosidaz iiretiminde
6nemli bir yere sahip oldugunu, kontemine riskinin minimum diizeyde olmasi
ve sabit sicaklikta yapilan pastorizasyonda laktozun  hidrolizini
gerceklestirmesinden dolay1 B-galaktosidazin 6nemi belirtmislerdir.

Chakraborti ve ark. (2000), Bacillus sp. MTCC 3088’den hiicre dis1 olarak elde
edilen laktozdan galakto-oligosakarit tiretimini katalizleyen [B-galaktosidaz
enzimini 36 kat saflastirip ve enizimin karakterizasyonunu arastirmiglardir
Enzimin optimum pH ve sicakligini sirasiyla 8.0 ve 60 °C olarak saptamislardir
Yapilan ¢aligmada enzimin metallere ve kimyasal maddelere kars1 aktivitesi

+29

belirlenmis ve Mg**’nin iyi bir aktivator ajan oldugunu belirlemislerdir.

Giil ve ark. (2007), bir termoasidofilik olan Alicyclobacillus acidocaldarius
subsp.’den elde edilen B-galaktosidaz enzimini 163 kez saflastirmis ve bazi
Ozelliklerini belirlemigler ve saflagtirilmig enzim igin uygun pH ve sicaklik
degerleri sirastyla 6,0 ve 65 °C olarak saptamislardir.

Konsoula ve ark. (2007), yaptiklari calismada karbon, organik azot ve
kompleks organik maddeler kullanarak Bacillus subtilis’ten hiicre dis1
termostabil a-amilaz ve B-galaktosidazi izole etmislerdir. Organik azot olarak
kullanilan tripton ve musir kiispesinin enzim iiretimine etkisinin olumlu yénde
oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar, ¢6ziinebilir nisastanin, misir unu gibi
gesitli nisasta yapili substratlar ile ikame edilmesi, her iki enzimin verimi
tizerine pozitif bir etki gosterdigi ifade etmislerdir. Ayrica, farkli unlarla
kombinasyon halinde misir veya tripton kullanildiginda, her iki enzimin de iki
misli daha yiiksek oranda iiretiminin saglandigmi belirlemislerdir. Ornegin,
misir unu kullanilmig ve her iki enzim {izerine pozitif etki olusturdugu, B.
subtilis izolat1 tarafindan tiretilen a-amilaz ve p-galaktosidazin sirasiyla 135 °C
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ve 65 °C'de maksimum aktivite sergiledigini, ayrica yiikseltilmis sicakliklarda
belirgin bir sekilde stabil oldugunu saptamiglardir.

Ladero ve ark. (2006), termofilik Thermus sp. strain T2 izolatindan izole edilen
B-galaktosidaz'in serbest ve sabitlestirilmis yapilarinin termal ve pH
inaktivasyonunun Kinetik formu tizerinde arastirma yapmuslardir. Sicakligin 60
ve 90°C arasinda degistigini, asit pH araligini 3.0-5.0 ve bazik pH araligini ise
10.0-13.0 olarak belirlemislerdir. Yapilan ¢alismada 50 g/L laktoz ile 50 mM
ve pH 7,2 fosfat tamponu ihtiva eden laktik bir tamponda inaktivasyon
sicakliginin serbest enzim i¢in 60-90°C, sabit enzimi i¢in ise 80-90°C oldugunu
saptamiglardir. Kinetik parametre sonuglari, 6zellikle asit kosullarinda
immobilizasyon ile elde edilen stabiliteyi yansittigini ve bunun da asit peynir
suyunun endiistriyel bir kazang i¢in avantaj saglayacagi bildirmislerdir.

Chang ve ark. (1989), Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus
izolatindan B-galaktosidazi 109 kat saflastirarak elde etmiglerdir. Bu enzimin
spesifik aktivitesini 592 U/mg, verimi ise 37 °C'de %41laktivite gosterdigini
rapor etmiglerdir.

Shaikh ve ark. (1999), yapilan ¢alismada kullanilan Rhizomucor sp.’i termofilik
bir mantar olup ekstraseliiler sekilde izole edilen f-galaktosidaza bagl yapilan
arastirmada enzim krakterize etmislerdir. Enzim i¢in uygun aktivite olarak
belirlenen sicakhigin ve pH araligi sirsiyla 60 °C ve 4,5 olarak 6lglilmiistiir.
Buna bagl olarakta 60 °C'de enzimin 4 saat boyunca kararli yapida oldugu
gdzlenmis ve bu sonucun da, fungal B-galaktosidazlar i¢in bildirilen en yliksek
oranlardan biri olarak belirlemislerdir.

Ohtsu ve ark. (1998), Atagawa kaplicasindan (Shizuoka, Japonya) izole
ettikleri Thermus sp. A4’ten B-Galaktosidaz saflastirip karakterize etmislerdir.
Elde edilen enzimin 70 °C'de asir1 derecede 1siya dayanikli oldugu buna bagh
olarakta 20 saat kulugka siiresinden sonra etkinligini korudugunu rapor

etmislerdir.

Nagy ve ark. (2001), yaptiklari ¢aligmalarda Penicillium chrysogenum NCAIM
00237 izolatmin gelisimi ve B-galaktosidaz aktivitesine yonelik cesitli karbon
kaynaklarinin arastirmasini yapmuislardir. Penicillium chrysogenum’un glikoz,
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stikroz, gliserol ve galaktoz kullanilmasiyla iyi bir iireme egrisi ortaya
koydugunu bildirmislerdir. B-galaktosidaz aktivitesi laktoz kullanilmasiyla
arttigin1 buna bagh olarak kullanilan diger karbonlarin ise aktivite agisindan
cok diisiik diizeyde etkili oldugunu saptamislardir.

Bury ve ark. (2001), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus11842 (LB
11842) izolati %1 maya ekstrakti ekleyerek takviye edilmis tatli peyniralti
suyunda (-galaktosidazin aktivitesine olan etkisini aragtirmiglardir. %1 maya
ekstrakti besi yerine eklendiginde B-galaktosidaz aktivite yoniinden ii¢ kat
arttigin1 bildirmisler. % 1’lik maya ekstraktina bagh mililitre bagina dakikada
1.08+0.15 pmol ONP salinim yapildigini belirlemiglerdir.

Itoh ve ark. (1993), yaptiklar1 ¢alismalarda Lactobacillus kefiranofaciens K-1
izolatindan  B-galaktosidaz  izole edilerek elde edilen enzimin
karakterizasyonunu incelemislerdir. Enzim reaksiyonu igin optimum sicaklik
ve pH sirastyla 50 °C ve pH 6.5 kabul edilmis bununla birlikte molekiil
agirhgmi ise ortalama olarak 311000 olarak tespit etmislerdir. Enzim aktivitesi
tizerine glikoz ve galaktozun inhibe etkisi oldugunu ama galaktozun inhibe
etkisi diger B-galaktosidazlarda goriildigiinden daha zayif olarak kendini
gostermis. Enzim aktivitesine olan etkisi bakimindan FeSO., AgNO: ve
HgCl,’iin inhibisyona neden oldugunu ama MnCl,, ve MgCl,’nin aktiviteyi
etkilemediklerini bildirmisler. lyodoasetamid enzim aktivitesini inhibe ettigini
ama B-Mercaptoetanol ve L-sisteinin ise enzimi aktive ettigini saptamislar.

Ustok ve ark. (2010), Streptococcus thermophilus 95/2 (St 95/2) ve
Lactobacillus delbrueckii sspbulgaricus 77 (Lb 77) izolatlari1 Toros Dagi
etrafindan elde ederek bunlar1 katisiksiz ve karma bir kiiltiir ortamima alip
iremesi saglanarak izole edilen B-galaktosidazlarin biyokimyasal 6zellikleri
yaninda termal Ozelliklerininde karekterisazyonu yapmuislardir. Maksimum
aktivite i¢in optimum pH ve sicaklik tespiti yapilarak bu enzimlerin pH aralig
7.0-9.0 olarak, sicaklik araligimi ise 20-37 °C ‘de sabit kaldigini. Bununla
birlikte  baslangigtaki ~ aktivitelerinin =~ %  80-90'm1  korudugunu
gozlemlemislerdir. Lb 77, St 95/2 ve karisik kiiltiirlerden (Lb 77 ve St 95/2) B-
galaktosidazin inaktivasyon enerjileri sirasiyla 51,3, 44,0 ve 48,3 kcal mol
olarak tespit etmislerdir. Bu enzimlerin siit ve siit tiriinlerinin laktoz hidrolizi
icin potansiyel adaylar olarak diisiiniilebilir seklinde rapor etmislerdir.
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Alazzeh ve ark. (2009), Lactobacillus reuteri izolati tarafindan elde edilen a ve
B-galaktosidazlarin indiiklenmesine dayali arastirma yapmuglardir. Enzimin
elde edilmesine yonelik degisik karbon ve azot kaynaklarinin yaptig etkiyi
gozlemlemislerdir. Yapilan arastirmada kullanilan karbon kaynaklar1 arasinda
laktozun en yiiksek B-galaktosidaz aktivitesi gosterdigini bununla birlikte azot
kaynagi olarakta en iyi aktiviteyi gosteren maya ekstrakti oldugunu
bildirmislerdir.

Huifang ve ark. (2017), ¢aligmalarinda ticari olarak farkli GOS profillerinin
detayli bir analizi iizerine arastirma yapmislar. Bunun i¢in B-galaktosidazin
kullanim1 ve verimli bir sekilde elde edilmesi iizerine yapilan g¢alismada,
Bacillus circulans, Kluyveromyces lactis ve Aspergillus oryzae'den elde edlilen
B-galaktosidazlarin verilerinin karsilastirilmasini yapmiglar. Bu enzimlerin
verimleri, % 48,3 (B. circulans) ile % 34,9 (K. lactis) ve % 19,5 (A. oryzae)
arasinda degisen farkliliklar elde etmislerdir. Siit endiistrisinde 3-galaktosidaz
enzimlerinin laktozu galaktooligosakkaritlere doniistiirmek igin kullanildigini
ve galaktooligosakkaritler in (GOS) bazi molekiillerin taklit edilmesi yoniinden
ticari boyutu bakimmdan 6nemli oldugunu rapor etmislerdir.

Shing, ve ark. (2002), termofilik bir bakteri olan Bacillus coagulans RCS3
izolatindan izole edilen B-galaktosidaza ait uygun pH ve sicaklik degerlerini
aragtirmiglardir. En uygun sicaklik ve pH araligini sirasiyla 65 °C ve 6.0-7.0
olarak gozlemlemislerdir. B-galaktosidazin pH 5-8'de sabit olup, pik
aktivitesinin ise pH 6.0-7.0 araliginda oldugunu saptamiglardir. Enzim {iretimi
50 °C'de maksimum iken, en yiiksek aktivite 65 °C oldugu tespit etmisler.
Hidroliz iiriinliniin galaktoz tarafindan giiclii ve rekabetci bir sekilde
engellendigi tespit etmislerdir. Ozellikle 0.5-2.0 mM konsantrasyon araligina
sahip art1 iki degerlikli katyonlarin (Ni*2, Hg*?, Cu*?) aktiviteyi olumsuz yonde
etkileyerek inhibe ettigini bunlara bagh kalarak gerek sicaklik gerekse pH’da
olumlu bir denge saglamasi yoniinde enzimin endiistriyel alanda kullanish
olacagini belirtmislerdir.

Wang ve ark. (2009), Bacillus megaterium 2-37-4-1’in kullanilmasiyla elde
edilen B-galaktosidazi izole ederek buna bagli olan (BgaBM) geninin
¢oziimlemesini yaparak ekspresini yapmiglardir. Enzimin en uygun pH araligi
7.5-8.0, sicaklik araligi ise 55 °C olarak tespit edilmis. pH 6.0-9.0 arasinda ve



B-Galaktosidaz Enziminin Kati Faz Fermantasyon Yéntemiyle Uretimi| 16

sicakligin 40 °C altinda oldugu durumlarda enzimin stabil bir yapida oldugunu

rapor etmislerdir.

Sarigiil, (2007), Ege Bolgeside yer alan sicakliklar1 55-95 °C arasinda degisen
ve pH araligi ise 6.0-9.5 bulunan farkli su kaynaklarindan Thermus genusuna
ait suslarin  izolasyonu yapilarak, bunlarin molekiiler yontemlerle
karakterizasyonunu yapmis ve elde edilen B-galaktosidazlarin aktivitesini
6lgmeye bagl aragtirma yapmuslardir.

Neri ve ark. (2009), Kluyveromyces lactis’ten izole ettikleri f-galaktosidaz
enzimi igin aktiflestirici madde olarak glutaraldehit kullanmislar. Arastiricilar,
enzimin optimum pH'sim 6.5 ve optimum sicakligmi 50 °C olarak
saptamiglardir.

Song ve ark. (2010), Antarktika'daki deniz sedimentinden psikotolerant bir
maya olan Guehomyces pullulans 17-1’den izole edilen B-galaktosidazi
aragtirmiglardir. Saflastirilmig ekstraseliiler B-galaktosidazin molekiil agirlig
335 kDa olarak belirlenmis ayrica B-galaktosidaza ait uygun pH ve sicaklik
degeri olarakta sirastyla 4.0 ve 50 °C tespit etmislerdir.

Fan ve ark. (2015), bu ¢alisgmada kullanilan bir psikrofilik gram-negatif bakteri
olan Rahnella sp’den izole edilen B-galaktosidazi saflastirilip karakterize
etmiglerdir. Calisilan enzimin sekonder yapisinin 45 °C'ye kadar stabil
oldugunu ve 4 °C' gibi diisiik sicakliklarda da aktif oldugunu bildirmislerdir.

Xuguo ve ark. (2016), yaptiklar1 calismada Escherichia coli BL21 (DE3)'i
kullanarak izole ettikleri f-galaktosidaz i¢in Optimal hiicre dig1 f-galaktosidaz
aktivitesi i¢in optimum sicakligi 37 °C olarak saptamislardir.

Dandan ve ark. (2017), Aspergillus niger kullanarak izole ettikleri p-
galaktosidazin biyokimyasal olarak enzim Kkarekterizasyonunu yapmuslar. -
galaktosidaza ait lacA tarafindan kodlanan LacA'nin bilinen aktivitesine ek
olarak, tli¢ lacB, lacC ve lacE genleri tarafindan kodlanan 3-galaktosidazlar i¢in
optimum pH ve sicakliklar1 LacB ve lacE i¢in pH 4.0, 5.0 ve 50 °C'de
maksimum hidrolitik aktiviteye sahipken, LacC ise pH 3.5 ve 60 °C'de
maksimum aktivite gosterdigini saptamigslardir.
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Musaalbakri ve ark. (2017), kati faz fermantasyon (KFF) teknolojisini
kullanarak yeni biyo-rafineri igslemlerini, geleneksel isleme yollarina alternatif
olarak gelistirmis olup, tarim ve gida sanayi hammaddelerinden katma degerli

iriinlerin iiretilmesini saglamislardir.

Cordoso ve ark. (2017), yaptiklar1 galismalarda, Aspergillus lacticoffeatus ilk
kez etkili bir B-galaktosidaz tireticiSi olarak tanimlamiglardir. Burada izole
ettikleri enzimleri biyokimyasal olarak karekterizasyonunu yapmuislardir. -
galaktosidaza ait optimum pH ve sicaklik ham ekstrakt enzimi sirastyla 3.5-4.5
ve 50-60 °C araliginda belirlemislerdir.

Sara ve ark. (2017), mantar agirlikl yaptiklar1 ¢aligmalarda toplam 50 mantar
tirii kullanmiglardir. Mantarlardan izole ettikleri p-galaktosidaza ait optimum
pH ve sicaklik sirasiyla 3.0-5.5 ve 45-65 °C olarak saptamislardir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Biyolojik Materyal

Bu ¢alismada Dr. Veysi OKUMUS tarafindan Bitlis Budakli Kaplicasindan
alinan ¢amur 6rneklerinden izole edilen yabani tip izolatlar biyolojik materyal
olarak kullanildi.

3.2.Kullanilan Besiyerleri

Nutrient Broth (NB) ve Nutrient Broth Agar besiyeri kullanildu.

3.2.1.S1v1 besiyeri

8 gram NB, 1 litre saf suya eklendi ve tamamen homojen oluncaya kadar su
icinde ¢ozdiiriildii. 121 °C'de 1 saat otoklavlanarak steril hale getirildi.

3.2.2. Kat1 besiyeri

8 gram NB’ye 15 gram agar eklenerek 1 litre saf suda ¢dziinlinceye kadar
karigtirlldiktan sonra, 121 °C'de sterilize edilerek, steril petri kaplarina 20-25
ml kadar aktarimi yapildi.

Sekil 3.1.NB-Agar besiyerine ekilen izolatlarin 24 saatlik kiiltiir goriintiisii ve katalaz
aktiviteleri
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3.3.izolatlarn izolasyon islemi

Izolasyon islemi i¢in 10 g camur, steril bir ortamda 90 ml steril saf su ihtiva
eden erlende karistirildiktan sonra 10-1’lik seyreltmelerle elde edildi. Homojen
bir sekilde elde edilen karisim daha sonra aynmi sekilde seyreltme islemleri
yapilarak 102, 103, 10%, ve 10®lik diliisyonlar seklinde farkli oranlarda
seyreltilip siispansiyonlar elde edildi. Daha sonra farkli siispansiyonlardan 1 ml
alinarak steril olan petri kutularina transfer edilip, 20 ml besiyeri eklenerek
homojenize edildi. Yukaridaki asamalara baslamadan once seyreltilen
stispansiyonlar Oncelikle 80 °C’de 10 dakika bekletilip 1s1l isleme maruz
birakildi. Boylece sporlar canliliklarini korurken, diger mikroorganizmalar
canliliklarin1 yitirmektedir. Daha sonra seyreltilmis slispansiyonlardan petri
kutularma aktarilan sporlar 45 °C 24 saat boyunca inkiibator icerisinde inkiibe

edildi. Boylece saf koloniler halinde bakteri izolasyonu saglandi.

3.4.Filogenetik Analizler

VO2 ve VO9 izolatlar, birkag kez alt kiiltiire alinarak saflastirildi ve izolatlarin
16S rRNA gen dizi analizi iITU Teknokent IONTEK Laboratuvarlarina
gonderilerek yaptirildi.

3.5.izolatlarin Uretimi

Tek kullanimlik steril 6ze yardimiyla izolatlarin kati1 besi ortamindan Nutrient
Broth sivi besiyerine ekimi gergeklestirildi ve ¢alkalayicida 150 rpm’de 40
°C’de 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra besiyerinden 200
pL almarak daha once otoklavlanmig sivi besiyerlerine ekim yapilarak izolat
tiretimi saglandi. Rolatif enzim aktivitesi yiiksek olan VO2 ve VO9 nolu
izolatlar sonraki enzim {iretimi ¢aligmalar1 i¢in kullanildi.

3.6.Gram Boyama

NB kati besiyerinden 6ze yardimiyla alinan izolatlar serum fizyolojik
damlatilmis lam {izerine yayma, kurutma ve tespit islemi yapildiktan sonra
preparat hazirlandi. Hazirlanan preparat iizerine Kkristal viyole ¢ozeltisi
eklenerek 1 dakika bekletilip distile suyla yikandiktan sonra preparat 1 dakika
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lugol ¢ozeltisinde bekletildi. Preparat distile suyla yikandiktan sonra %95°lik
etanolda 10-15 saniye bekletilip distile suyla yikandi. Son asama olarak sulu
fuksin veya safranin ¢ozeltisinde 30 saniye bekletilip distile suyla yikandiktan
sonra preparat kurutulup immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta incelendi.
Mor renkte goriilen mikroorganizmalar gram pozitif pembe veya kirmizi renkte
goriilen mikroorganizmalar ise gram negatif olarak degerlendirildi (Atlas ve
ark., 1995).

3.7.5por Boyama

Izolatlar olumsuz sartlara daha dayanikli bir yap: olarak adlandirlan endospor
olustururlar. Sporun boyanmasi i¢in 1s1l islem gerekir, 151l islemle boya spor
kilifa gegmekte ve hiicre boyanmaktadir. Endospor boyamada kullanilan
Schaeffer-Fulton yonteminde malasit yesili kullanildi. Hazirlanan preparat
kaynayan su banyosu diizenegine yerlestirildi. Preparatin iizerine %5 malasit
yesili konuldu. Boyanin iizerine kiigik pargali kurutma kagidi konulduktan
sonra, kagidin {izerine malasit damlatilarak preparatin kurumasi énlendi. Islem
5 dakika boyunca yapildi. Islem sonunda kagit pargaciklari almarak preparat
distile suyla yikand1 ve son olarak safranin ile 20 saniye boyandi. Boya
isleminden sonra preparat yikandi kurutulup mikroskopta incelendi.
Sporangium kirmizi renkte ve endospor ise yesil renkte goriindii (Karahan ve
ark., 2002).

3.8.Antibiyotiklere Karsi Duyarhhk Testi

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere olan tepkisini belirlemek i¢in yapilan bir
testtir. Kullanilan en yaygin yontem Kirby Buauer (KB) disk diffiizyon testidir.
Katt besi ortamimna mikroorganizmalarin 6ze yardimiyla yayilarak ekimi
yapildi. Ekimi yapilan yiizeye antibiyotiklerden olusan diskler birakilarak
inkiibasyona alindu. Inkiibasyon siiresinden sonra disklerin gevresinde zon olup
olmadigina bakildr ve zonun biiyiikliigine (mm) bagl olarak degerlendirme
yapild1 (Hudzicki, 2009).
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3.9.Kimyasal Maddeler

3.9.1.Karbon kaynaklari

Glikoz, galaktoz, friikktoz, siikroz, nigasta, mannoz, ksiloz ve laktoz karbon
kaynag1 olarak kullanildi.

3.9.2.Azot kaynaklari
Maya ekstraktr, amonyum sulfat, tripton, amonyum asetat, glisin, pepton ve tire
azot kaynagi olarak kullanilda.

3.10.Kullanilan Aletler

* PH metre (Sartorius DOCU pH + METRE)
* Mikro-santrifiij (SIGMA 1-6S)

* Mikropipet (SOCOREX)

» Spektrofotometre (SHIMADAZU UV MINi-1240)
« Inkiibator (NUVE EN 500)

* Calkalayic1 inkiibatérii (jero TECH SI1-600)
+ Shaker Su Banyosu (NUVE ST 402)

» Giivenlik Dolaplar Hood (NUVE LN 090)
« Otoklav (NUVE OT 4060V)

* Mikroskop (OLYMPUS SC30)

« Steril Kabin (NUVE LN 090)

3.11.Cozeltiler
3.11.1. Tampon cozeltiler

0.1M pH 6.8 ve 0.1M pH 7.0 sodyum fosfat tamponu olusturularak kullanild:.

3.11.2.0ONPG?’ nin hazirlanmasi

10 ml i¢in 0.018g O-nitro-fenil-p-D- galactopyranoside (ONPG), 0.1M pH 6.8

sodyum fosfat tamponunda ¢6ziinmesi ile olusturuldu.
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3.11.3.Sodyum karbonatin hazirlanmasi

10.6g Na,COsz 100 ml distile suya tamamlanip ¢6zdiiriildii. 1M Na,COs
¢ozeltisi P-galaktosidaz enzim aktivitesinde reaksiyon sonlandirici olarak
kullanildi.

3.11.4.Alkalin cozeltisi

% 4 N32CO3

% 4 Na-K tartarat

% 2 CuS04.5H20

Beher igerisine 100ml i¢in %4 Na,Cosz hazirlandi. Farkl tiiplerde hazirlanan
Na-K tartarat ve CuSOys’tan 1’er ml ilave edilerek karisimlar1 yapildi. Protein
miktar tayinin belirlenmesinde alkalin ¢6zeltisi kullanildi.

3.12.p-galaktosidaz Aktivite Tayini

B-Galaktosidaz aktivitesi 0.1M, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu igerisinde 60
mM  O-Nitro fenil-B—D-galactopyranoside (ONPG) ¢0zeltisinden O-
Nitrophenol iiriiniiniin ilavesiyle ile tespiti saglandi. 200 pl enzim ¢ozeltisine
500 ul substrat (ONPG) eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibasyona alindu.
Inkiibasyon siiresi sonrasinda 1M 500ul sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulduktan sonra 420 nm’de spektrofotometrede 6lgiim yapildi
(Konsula ve ark., 2007).

Sekil 3.2.VO2 ve VO9’da B-galaktosidaz aktivitesi
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3.13.Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini icin Lowry yOntemi esas almarak yapildi. Hazirlanan
tiplere 2.5 ml alkalin ¢ozeltisi tizerine 25 pl enzim ve 225 pl distile su
konularak, tipler 15 dakika 40 °C’de otoklavda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra iizerine 1:1 oraninda distile suyla seyreltilmis 250 ul
Folin Reaktifi (FCR,Sigma) eklenerek 30 dakika karanlikta inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda 660 nm’de spektrofotometrede okuma yapildi
(Lowry ve ark., 1951).

3.14. Kat1 Faz Fermantasyonu (KFF)

Uygulama igin 3 g kat1 subsrat olarak (parca biiyiikligii bakimndan 1500 pm
olan muz, piring, arpa, bugday ve mercimek kabuklari) alindi. Daha sonra 100
ml kapakli cam siselere 10 ml distile su konularak 120 °C’de 20 dakika
otoklavlandi. Soguma isleminden sonra bakteri ekimi yapilarak 40 °C 48 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra kat: besiyeri steril gazli
bezle sikilip elde edilen sivi 6000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatan ham enzim kaynagi olarak kullanildi.

Sekil.3.3. B-galaktosidaz iiretimi i¢in hazirlanan SSF besiyerleri
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3.15.p-galaktosidaz Uretimine Etki Eden Faktorler
3.15.1.Inkiibasyon siiresi

Inkiibasyon etki siiresi icin 100 ml’lik siselerde 3g bitkisel atik bulunan
besiyerlerine %1 bakteri ekimi yapilarak 40 °C’de (24, 48, 72, 96, 120 ve 144
saatlerde), optimum calkalama hizinda ¢alkalayici inkiibatére birakildi. Daha
sonara [3-galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

3.15.2. Sicakhik

Sicakhigin B-galaktosidaz iiretime etkisinde steril besiyerleri ¢alkalayicida 30°C
ve 80 %C’lerde (5 °C’lik artiglarla) optimum ¢alkalama hizinda galkalayici
inkiibatore birakildi. Daha sonra B-galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

3.15.3. pH

B-galaktosidaz aktivite tizerine pH’ nin etkisi i¢in NaOH ve HCI kullanilarak
besiyerlerin pH’lar 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 olacak sekilde ayarlandi.. Daha
sonra (-galaktosidaz aktivite tayini yapildu.

3.15.4.Uygun substrat secimi

Muz, piring, arpa, bugday ve mercimek kabuklar1 kat1 substrat olarak kullanildi.
Substratlardan 3g tartilip erlenlere konulduktan sonra iizerlerine 10 ml distile
su eklendi. 20 dakika 121 °C’de otoklavlandiktan sogutularak sivi besiyerinden
optimum oranda bakteri ekimi yapildiktan sonra inkiibasyona birakilarak [-
galaktosidazin iiretimine etki eden substratlarin etkisi tespit edildi.

3.15.5.Uygun substrat parca biiyiikliigiiniin tespiti

Caplar1 500, 1000, 1500 ve 2000 pum olan elekler kullanilarak elde edilen
substratlardan 3 g alinip kapakli cam siselere konulup tizerine 10 ml distile su
eklendi. 20 dakika 121 °C’de otoklavlandiktan sonra izolat ekimi yapilarak
inkiibe edildi.
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3.15.6. Nem miktarinin tespiti

Kapakli cam siselere KFF besiyerine hacminin (w/v) %10, 20, 30, 40, 50, 60
olacak sekilde 1g, 2g, 3g, 4g, 5g ve 6g agirliginda substrat konularak iizerine
10 ml distile su eklenerek otoklavlandi. Besiyerleri steril edildikten sora bakteri
ekimi yapilarak inkiibasyona birakildi. Daha sonra -galaktosidazin {iretimine

nem miktarinin etkisi aragtirilda.

3.15.7.Calkalama Hizinin tespiti

B-galaktosidazin iiretimine optimum g¢alkalama hizininin etkisinin tespiti i¢in,
sirastyla 60, 90, 120, 150 ve 180 rpm’de ayarlanan calkalayiciya konulan KFF
besi ortamina inokiile edilen bakterilerden enzim iiretilerek optimum
inkiibasyon siiresi sonunda, ¢alkalama hizinin etkisi enzim aktivitesi dl¢iilerek
belirlendi.

3.15.8.Ekim miktarinin tespiti

KFF besi ortamindaki besiyeri hacminin etkisinin tespiti igin, sirasiyla % 5, %
10, %15, % 20, % 25, % 30, % 35, % 40, % 45 ve % 50’1 olacak sekilde 150
ul’den 1500 pl’ye kadar farkli oranlarda izolat ekimi yapildiktan sonra inkiibe
edildi. En uygun miktar inkiibasyon siiresi sonunda enzim aktivitesi 6lgiilerek
belirlendi.

3.15.9.Karbon kaynaklar: (% 1)

3 g bitkisel atik bulunan besiyerleri hazirlanarak otoklavlandiktan sonra % 1°lik
(30 mg) karbon kaynaklarindan glikoz, galaktoz, mannoz, ksiloz, fruktoz,
sukroz, laktoz ve nisasta kullanilarak -galaktosidaz iiretimine bakildi.

3.15.10. Azot kaynaklar: (% 1)

Azot kaynag1 olarak maya ekstrakti, amonyum asetat, amonyum sulfat, tripton,
glisin, {ire ve pepton kullanildi. Besiyerlerindeki azot kaynaklarinin oran1 % 1
(30 mg) olarak belirlendi. Azot kaynaklarinin $-galaktosidaz tiretimi iizerindeki
etkisi aragtirildi.
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3.15.11. Farkh metal tuzlar

KFF besi oratmimina farkli metal tuzlari CaCl2, ZnCl,, CdCl,, HgCl,, CoCl;,
MgCl, ve CuSOs son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde ayarlanarak
otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril edilip sogutma isleminden sonra bakteri
ekimi yapilarak inkiibasyona birakildi.

3.15.12.Farkh surfaktanlar

Besiyerine son konsantrasyonu % 0,5 olacak sekilde Tween20, Tween40,
Tween80 ve TritonX100 surfaktan olarak eklenerek 121°C 20 dakika boyunca
otoklavlanip, soguduktan sonra izolat ekimi yapilarak inkiibasyona birakildi.
Siire bitiminde besiyerinden alina iist stvidan enzim aktivite tayini yapildi.

3.15.13.Farkh sicaklik degerlerinin enzim stabilitesi iizerine etkisi

Enzimin termostabilitesi 50, 55, 60, 65, 70, 75 ve 80 °C sicakliklar1 kullanilarak
1., 2., 4., 8.ve 12. saat belirtilen sicakliklarda 6n inkiibasyona birakildi. Daha
sonra normal enzim aktivite tayini yapilarak enzimin termostabilitesi belirlendi.

3.15.14.Farkh pH degerlerinin enzim stabilitesi iizerine etkisi

Enzimin pH stabilitesini berlirlemek i¢in farkli pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve
10.0’da; 1, 2, 4, 8 ve 12 saat boyunca 6n inkiibasyona birakildi. Daha sonra
normal enzim aktivite tayini yapilarak enzimin pHstabilitesi belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1.1.p-galaktosidaz Uretimi I¢in Uygun izolat Secimi

Sekil 4.1.NB besiyerine ekilen izolatlarin 48 saatlik kiiltiir goriintiisii

B-galaktosidaz iiretimi i¢in NB s1vi besiyerinde yapilan 6n ¢aligma sonuglarina
gore yiiksek oranda enzim iiretebilme kapasitelerinden dolay1 (Rolatif enzim
aktivitesi: VO2 % 100£1,15, VO9 % 81,79+3,21) bu izolatlarin kullanilmasina
karar verildi
(Sekil 4.2).

120 -
100 -
80 -
60 -
40
20 -

0 J | | n

vol1 V02 VO3 VO4 VO6 VO7 VO9 VO10

Rolatif Enzim Aktivitesi (%)

izolat No

Sekil 4.2.3-galaktosidaz iiretimi i¢in uygun izolat se¢imi
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4.1.2V02 ve VO9un Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal
Ozellikleri

Tablo 4,1’de VO2 ve VO9’un fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri gosterildigi gibi her iki izolatin gram (+), cubuk sekilli, hareketli
olduklari, kazein ve nisastay1 hidrolizledigi, lipaz ve katalaz aktivitesini
gosterdigi, oksijenli solunum yaptiklar1 belirlendi. VO2 izolatinin subterminal,
VO9 izolatinin ise sentral spor olusturdugu belirlendi. VO2’nin optimum
bliyiime gosterdigi pH ve sicaklik degerleri sirastyla, 7.0 ve 40 °C iken, VO9
icin ise pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 6.0 ve 45 °C olarak saptandi.

Ozellikler V02 VO9
Gram Boyama + +
Spor Olusturma Subterminal Sentral
Hiicre Sekli Cubuk Cubuk
Gelisme Sicakligi 30-60°C 30-65°C

Opt.40°C Opt.45°C
Biiyiime pH’s1 5.0-10.0 5.0-10.0
Opt. 7.0 Opt. 6.0

Oksijenli solunum

Hareket Yetenegi
Kazein Hidrolizi

Nisasta Hidrolizi
Lipaz Aktivitesi
Katalaz Aktivitesi

++| +| +] |+
++| +|+] +| +

Tablo 4.1.1zolat 2 ve 9’un Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri
4.1.3.Boyama Testleri
4.1.3.1.Gram boyama

VO2 ve VO9 izolatlar1 gram boyama yapilarak fotograflandi. Sekil 4,3’te

goriildiigi tizere iki bakteri izolatinin da gram pozitif oldugu belirlendi.
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B.licheniformis V02 B.licheniformis VO
Sekil 4.3.Gram Boyama
4.1.3.2.Spor boyama

VO2 ve VO9 izolatlar1 spor boyama yapilarak fotograflandi. Sekil 4.4’te
goriildiigl gibi her iki izolatinda spor olusturdugu goriildii.

B.licheniformis VO2 B.licheniformis VO9
Sekil 4.4.Spor Boyama

4.1.3.3.Antibiyotik duyarhlik testi

Iki bakteri izolati igin yapilan yapilan antibiyotik duyarlik testi Sekil 4,5°te
fotograflanarak belirlendi. Yapilan testin sonuglarina gore (Tablo 4.2) VO2 ve
VO9 izolatlar1 ampicilin, imipenem, aztronam ve fluconazole karsi direngli
oldugu diger antibiyotiklere duyarli oldugu belirlendi.
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Sekil 4.5. Disk Diffiizyon Antibiyotik Testi

ANTIBIYOTIKLER V02 VO9
Amikacin (AK 30) 16 mm 15 mm
Rifamycin (RF 30) 15 mm 14 mm

Tobramycin (TOB 10) 14 mm 13 mm

Nitrofuration (F 100) 12 mm 11 mm

Ampicillin (AM 10) - -

Chloramphenicol (C 30) 10 mm 9 mm

Imipenem (IPM 10) - -

Rifampin (RA 5) 9mm 8 mm

Streptomycin (S 10) 15 mm 13 mm

Aztronam (ATM 30) - -

Tetracycline (TE 30) 18 mm 16 mm

Fluconazole (FCA 25) - -

Direngli (-)
Tablo 4.2.VO2 ve VO9’un Antibiyotik Test Sonuglari
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4.1.4.1zolatlarin izolasyonu ve 16S rRNA Dizi Analizi

Bitlis Budakli Kaplicalardan alinan su ve c¢amur oOrneklerinden bakteri
izolasyonu gerceklestirildi. Camur 6rnekleri 80 °C’de 10 dk bekletildikten
sonra NB besi yerine ekim yapildi. Birka¢ kez alt kiiltiire alinarak saflastirilan
Izolatlar ITU Teknokent IONTEK Laboratuvarlarma gonderilerek dizi
analizleri yapildi. Her iki izolatin diger Bacillus tiirleriyle olan evrimsel
iligkileri Sekil 4.6’da gosterildi.

VO2

CGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG
GGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAA
GGTGGCTTTTAGCTACCACTTACCGATGGACCCGCGGCGCAATAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACCATTCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA
GTCTGACGGAACAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCCGATCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGC
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCCGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTT
GAGTGCAGAAGAAGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATG
CCTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCCACTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAAGCGCCAAAGCCTGGGGAGCCAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT
AGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGNCAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAG
ATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAG
GTGACCTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
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ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGG
CAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACA
AATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAA
GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACGACGAGAGTTTGT

AACACCCGAAG

100 Bacillus aernius (KE420091.1)
A { # Bcillus lichenifomis VOZ2
100 Bacillus subtilis (£ J842085 1)
Bacillus pumilus (K.JB42087.1)
T Bscillus slftudinis ({J242088.1)

10 Aneurinibacillus thermoserophilus (KJE42085.1)
{ Bacillus thermoasrophilus (K513708.1)
Ly=nibacilles massiliznsis (K242100.1)

—l-m': Ursibacillus thermosphasrices (KIE42101.1)

Geobacilles pallidus (KJ913702.1)

V09

ATAGCGTCGGAGCAGCGGCGGATAGTGACAGTCGAGCGGACGATG
GGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGCCTTAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATTATAAAAGGTG
GCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCAACCTG
AGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT
GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAA
ACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAG
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TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
AGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGAT
AGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGT
GACCTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCA
GAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAA
TCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGC
TGGAATAGCTAGTAATAAGCGGATCAGCATGCAACGGTGTATACG
TTCCCGGGCCTAGTACACACCGCCCGTCTATCGGAGAGAGTTTGAA
CACCCGAAGAAGGAGAGGAAACCAATGGAGCCTGCTTGATATTGC
AGTCTACACGGCCCCTGCTTT

10 Bacillus aerius (K.242051.1)
48?,—: # Bacillus lichenifomis VO3
100 Bacillus subtilis (H{J842085.1)
—— Bacillus pumil us (K.J842087 1)
0L Bacillus slfitudinis J842088.1)
1m Ancurinibacillus thermoaerophilus (KJ842085.1)
{ Bacillus thermoserophilus {KJ913706.1)
] Ly=nibacilles massiliensis (KJ842100.1)
—H:E': Ursibacillus thermosphasricus (KJEB42101.1)
Geobacilles pallidus (KJS13T02.1)

Sekil 4.6.1zolat VO2 ve VO9 ’un yakin tiirler ile dendogram gosterimi
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4.1.5. Mikrorganizmalarin Uygun Biiyiime Ortamlarinin Tespiti

4.1.5.1.inkiibasyon Siiresinin Mikroorganizmalarin  Gelisimi
Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Izolatlar farkli inkiibasyon zamanlarinda (4, 8, 12, 16, 20, 24, 36, 48 ve 72
saatler) kiiltiire alinarak zamana bagl tiremeleri arastirildi. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.7°te oldugu gibi VO2 izolatinin en uygun inkiibasyon stiresinin 20. saat
oldugu belirlendi. VO9 izolatinin uygun inkiibasyon siiresi ise 24. saat oldugu
gorildi.

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -
08 - —t=\/02
0,6 -
0,4 -

=8=\/09

Absorbans (540 nm)

4 8 12 16 20 24 36 48 72

inkiibasyon Zamani (saat)

Sekil 4.7.inkiibasyon siiresinin izolatlarin {iremesi iizerine etkisi

4.1.5.2.S1cakhigin Mikroorganizmalarin Gelisimi Uzerine Etkisinin
Arastirilmasi

Mikroorganizmanin liremesi iizerine farkli sicaklik degerlerinin (30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75 ve 80 ‘C) etkileri aragtirildi. Sekil 4.8 de goriildiigii gibi



35 | 8-Galaktosidaz Enziminin Kati Faz Fermantasyon Yéntemiyle Uretimi

VO2 izolatmm optimum tireme sicakligi 40 ‘C, VO9 izolati igin optimum
tireme sicaklig 45 °C olarak belirlendi.

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -

1 4
0,8 - et \/O2
0,6 - ==i=\/09

Absorbans (540 nm)

0,4 -

0,2 -

0

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Sicaklik (°C)

Sekil 4.8.S1cakligin izolatlarin {iremesi lizerine etkisi

4.1.5.3.pH’nin  Mikroorganizmalarin Gelisimi Uzerine Etkisinin
Arastirilmasi

Bakteri iiretimi tizerine farkli pH degerleri (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0)
arastirildi. Sekil 4.9°de goriildiigi gibi VO2 izolati igin optimum tireme pH’s1
7.0 iken VOO izolati i¢in ise pH 6.0 olarak tespit edildi.
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1,8 -

1,6 -

1,4 -
T 1,2
c
g_ 1 - —t=\/02
2 —a=—\/09
_g 0,8 -
2
2 06 -

0,4

5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
pH

Sekil 4.9.pH’nin izolatlarin tiremesi {izerine etkisi

4.1.6.Uygun Substrat Secimi

Sekil 4.10.VO2 ve VO9’un farkli kat1 besiyerlerindeki B-galaktosidaz aktivitesi
(Sicaklik: 45 °C, pH: 7.0, inkiibasyon siiresi: 72 saat, substrat biiyikligii: 1000 pm)
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1000 um parca biyiikligindeki muz, piring, arpa, bugday ve mercimek
kabuklarn kati substrat olarak kullanildi. VO2 ve VO9 izolatlarinin ekimi
yapildiktan sonra galkalamali su banyosunda 37 °C’de 24-144. saatleri arasinda
enzim aktivite tayini yapildi. En yiiksek rolatif enzim aktivitesi VO2 igin 72.
saatte piring kabugunda ve VO9 i¢in 96. saatte mercimek kabugunda tespit
edildi (Sekil 4.11 ve 4.12).

120 -
100 -+
80 - M Bugday kabugu
S
] M Piring kabugu
£ 60 - & kabug
=}
= © Arpa kabugu
£ 40
P B Mercimek kabugu
€ 20 -
B Muz kabugu
0 .

24 48 72 96 120 144
inkiibasyon zamani (saat)

Sekil 4.11.VO2’de B-galaktosidaz iiretimi i¢in uygun substrat se¢imi
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120 -+

100 -~
X 80 -
E m Bugday kabugu
§ 60 - B Piring kabugu
<
:E 40 - M Arpa kabugu
S B Mercimek kabugu

20 - 5
B Muz kabugu
O .

24 48 72 96 120 144
inkiibasyon zamani (saat)

Sekil 4.12.VO9’da B-galaktosidaz iiretimi i¢in uygun substrat se¢imi

4.1.7.Uygun Substrat Parca Biiyiikliigiiniin Tespit Edilmesi

VO2 i¢in piring kabugu ve VO9 i¢in mercimek kabugunun uygun parca
biiyiikliigiinii tespit etmek amaciyla farkli ¢ap biiyiikliigiinde (500, 1000, 1500
ve 2000 um) elekler kullanildi. VO2 ve VO9 izolatlarindan enzim iiretimi i¢in
en uygun substrat bliytikligiiniin 1500 um oldugu tespit edildi (Sekil 4.13).
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120 -+ ® V02 (Piring Kabugu)

m V09 (Mercimek

I ‘ Kabugu)

1000 1500 2000

o
o
I

[ole]
o
1

Rolatif Aktivite (%) .
H o))
o o

N
o
1

o

Substrat Parga buyiikliigii (um)

Sekil 4.13.p-galaktosidaz iiretimi igin uygun substrat biiyiikliiniin tespit
edilmesi

4.1.8.Uygun Substrat ve Nem Miktarimin Tespiti

VO2 ve VO9 izolatlarindan enzim iiretimi i¢in uygun nem miktarinin tespiti
icin: KFF besiyerine hacminin (w/v) % 10, 20, 30, 40, 50, 60 olacak sekilde 1g,
29, 30, 449, 5g ve 6 g agirliginda substrat konularak iizerine 10 ml distile su
eklenerek otoklavlandi. VO2 izolati igin substrat olarak piring kabugu, VO9
izolat1 i¢cin mercimek kabugu kullanildi. Sekil 4.14’te goriildiigii gibi VO2 ve
VO9 izolatlar1 i¢in optimum nem miktar1 % 30 olarak tespit edildi.
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M VO2 (Piring Kabugu)

120 + B V09 (Mercimek Kabugu)

100 -

80 -
60 j
40 -
10 20 30 40 50 60

Nem miktari (%)

Rélatif aktivite (%)

Sekil 4.14.p-galaktosidaz {iretimi i¢in Uygun nem miktari

4.1.9.Uygun Calkalama Hizimin Tespiti

B-galaktosidazin iiretimine etki eden optimum galkalama hizini tespit etmek
icin, KFF besiyerleri sirasiyla 60, 90, 120, 150 ve 180 rpm’de calkalayici
inkiibatore birakildi. Sekil 4.15’te goriildiigi gibi VO2 izolatinda 60 rpm’den
120 rpm’e kadar enzim iiretiminde artis oldugu, 120 rpm ¢alkalama hizinda
maksimum diizeyde enzim iiretimi oldugu tespit edildi. 120°den daha yiiksek
hizlarda enzim {iretiminin azaldig1 saptandi.

V09 izolatinda ise 60 rpm’den 150 rpm’e kadar enzim {iretiminde artig oldugu
150 rpm’de maksimum diizeyde enzim iretildigi tespit edildi. 180 rpm’de
enzim Uretiminin azaldig1 gozlendi.
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120 1 = V02

100 - m V09

60 90 120 150 180

Calkalama hizi (rpm)

[ole]
o
1

IS
o
1

Rolatif aktivite (%)
(2]
o

N
o
1

o

Sekil 4.15.p-galaktosidaz liretimi i¢in uygun ¢alkalama hiz1

4.1.10. Sicakligin 2 ve 9 nolu izolatlarda B-galaktosidaz Uretimi
Uzerine Etkisi

Enzim iiretimi iizerine farkli sicaklik degerlerinin (30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75 ve 80 C) etkileri incelendi. Sonuglar Sekil 4.16’da gosterildigi gibi,
VO2 izolat1 sicakligin artisina bagh olarak 45 ‘C’de 1,678+0,047 U/mg en
yiiksek seviyede iiretim gosterdi. Optimum sicakligi 45 “C olarak belirlendi. 45
‘C’den sonra belirgin olarak diistisler saptandi.

VO9 izolati i¢in optimum sicaklik seviyesi olarakta 40 ‘C gézlendi. VO9
izolatinin 40 ‘C’deki aktivitesi 1,397+0,055 U/mg olarak en yiiksek deger
olarak belirlendi.

VO?2 izolati i¢in 45 "C’den sonra ve VOO izolat1 igin ise 40 ‘C’den sonra
sicakligin aritisiyla enzim aktivitesinin azalmasi bakteri iiretimindeki azalmaya
baglanabilir.
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Sekil 4.16.Sicakligin 2 ve 9 nolu izolatlarda B-galaktosidaz iiretimi tizerine etkisi

4.1.11. pH’nmn 2 ve 9 nolu Izolatlarda p-galaktosidaz Uretimi
Uzerine Etkisi

Enzim {iretimi tizerine farkli pH degerlerinin (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0,
7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 ve 10.0) etkileri incelendi. Sekil 4, 17°de gorildiigi gibi
V02 izolatinin enzim {iretimi i¢in optimum pH degeri 7.0 (1,79140,044 U/mg)
iken VO9 izolati i¢in ise optimum pH degeri 6.0 (1,435+0,049 U/mg) olarak
saptandi.

N
)

==\/02
=@=\/09

=
(6}
1

Spesifik Aktivite (U/mg)
& -

o

4 4555561657 758859 9510
pH

Sekil 4.17.pH’nin 2 ve 9 nolu izolatlarda B-galaktosidaz iiretimi iizerine etkisi
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4.1.12. Ekim Miktarmm 2 ve 9 nolu Izolatlarda p-galaktosidaz
Uretimi Uzerine Etkisi

Farkli ekim miktarlarimin (% 5, % 10, % 15, % 20, % 25, % 30, % 35, % 40, %
45 ve % 50) pB-galaktosidaz iiretimi {izerine etkisi sekil 4,18’de goériilmektedir.
V02 izolati igin optimum ekim miktarinin % 25 (1,816+0,063 U/mg) oldugu,
V09 izolatinda ise ekim miktar1 % 30 (1,494+0,056 U/mg) olarak tespit edildi.

2 A e \/O2
=i=\/09

0,5 -

Spesifik Aktivite (U/mg)
(I

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Ekim miktari (%)

Sekil 4.18.EKim miktarmin 2 ve 9 nolu izolatlarda -galaktosidaz iretimi iizerine
etkisi

4.1.13.Farkh Karbon Kaynaklarinin 2 ve 9 nolu izolatlarda p-
galaktosidaz Uretimi Uzerine Etkisi

% 1 oraninda KFF ortamina eklenen karbon kaynaklarinin (glikoz, galaktoz,
mannoz, ksiloz, fruktoz, sukroz, laktoz ve nisasta) B-galaktosidaz iiretimine
olan etkisi arastirildi. Sekil 4.19°da goriildiigii gibi en yiiksek enzim {retimi
VO2 izolat1 i¢in % 114,5+2,85 ve VO9 izolat: i¢in ise % 105,3+£3,15 olarak
laktozda gorildii. Her iki izolatta da en diigiikk enzim dretimi ilave olarak
besiyerine eklenen fruktozlu ortamda gozlendi.
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140 u V02

120 - m V09
100 -

80 -
60 -
40 -
20 -

Rolatif Aktivite (%)

Karbon kaynaklari (%1)

Sekil 4.19.Farkli karbon kaynaklarinda B-galaktosidaz iiretimi

4.1.14.Farkh Azot Kaynaklarimn 2 ve 9 nolu izolatlarda -
galaktosidaz Uretimi Uzerine Etkisi

% 1 oraninda KFF ortamina eklenen farkli azot kaynaklarinin (maya ekstrakti,
amonyum asetat, amonyum sulfat, tripton, glisin, iire ve pepton) -galaktosidaz
tiretimi lizerine etkisi arastirildi. Sekil 4,20°de goriildiigi gibi ¢alisilan her iki
bakteride de eklenen azot kaynaklarinin, enzim iiretiminde kontrole goére diistik
oldugu tespit edildi. VO2 izolatinin ilave azot kaynagi olarak kullandig1 glisin
% 92,842,19 enzim iiretiminde diger azot kaynaklarina goére olumlu yonde
etkili oldugu, pepton olarak kullanilan ilave azot kaynaginda ise diger azot
kaynaklarina gore en diisiik seviyede % 53,7+1,97 enzim {irettigi gézlendi.

V09 izolati igin kullanilan ilave azot kaynaklari bakimindan triptonlu ortamdan
(% 89,3+2,31) maksimum diizeyde enzim {iretiminin oldugu, iire olarak
kullanilan azot kaynaginda ise (% 61,2+2,47) enzim iiretiminin diger azot
kaynaklarina gore diisiik diizeyde kaldigi belirlendi.
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Azot kaynaklari (%1)
Sekil 4.20.Farkli azot kaynaklarinda B-galaktosidaz tiretimi

4.1.15.Farkh Metal Tuzlarinin 2 ve 9 nolu izolatlarda p-galaktosidaz
Uretimi Uzerine Etkisi

B-galaktosidaz iiretimi {izerine farkli metal tuzlarmin (CaClz, ZnCl,, CdCly,
HgCl,, CoCl,, MgClyve CuS04) etkisi aragtirildi. Sekil 4.21°de goriildigii gibi
MgCl; ilave edilen ortamda VO2 izolati % 91,3+£3,68, VO9 izolat1 ise %
84,3+3,68 rolatif enzim aktivitesi gosterdi. Her iki izolatta da CdCl,, HgCl,,
CoCl; ve CaCl; eklenen ortamda enzim {iretiminde 6nemli oranda azalma
meydana geldigi tespit edildi.

120 mVO2

100 - mV09
80 -
60 -
40 -
= 0B i
0 =

Kontrol CaCl2 ZnCl2 CdCI2 HgCl2 CoCl2 MgCI2 CuSO4
Metaller (2mM)

Roélatif aktivite (%)

Sekil 4.21 Farkli metal tuzlarinin -galaktosidaz iiretimine etkisi
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4.1.16.Farkh Surfaktanlarin p-galaktosidaz Uretimi Uzerine Etkisi

Besiyerlerine eklenen surfaktanlarin (Tween20, Tween40, Tween80 ve
TritonX100) B-galaktosidaz iiretimi iizerine etkisi ¢alisilmis olup sekil 4.22°de
gorildigi gibi VO2 izolatinun B-galaktosidaz tretimi TritonX100’de %
131,7+3.65 oldugu tespit edildi. V09 izolat1 i¢in B-galaktosidaz iiretimi i¢in
kullanilan surfaktanlardan Tritonx100°de % 122,842,98 artisla en iyi etkiyi
gostermistir. Surfaktanlarin hiicre yilizeyini genisletici etkisi ve hiicre porlarmin
daha fazla agilmasmma neden olmasiyla iiretilen enzimlerin hiicre digina

¢ikmasina sebep oldugu i¢in enzim iiretimindeki artig agiklanabilir.

140 -+
120

100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0

Kontrol Tween20 Tween40 Tween80
Surfaktan (% 0.5)

Rélatif Aktivite (%)

Sekil 4.22.Farkl: surfaktanlarda B-galaktosidaz iiretimi

4.1.17.Farkhh Sicakhik Degerlerinin Zamana Bagh Olarak -
galaktosidaz Stabilitesi Uzerine Etkisi

B-galaktosidazin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in ham enzim 50, 55, 60,
65, 70, 75 ve 80 ‘C de farkl siirelerde (1, 2, 4, 8 ve 12 saat) On inkiibasyona
birakildiktan sonra standart B-galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

Sekil 4.23 ve Sekil 4.24°te goriildiigi tizere VO2 ve VOO izolatlarindan elde
edilen enzimin farkli sicakliktaki stabiliteleri incelendiginde, her iki izolatin 50
ve 65 "C’de lsaatlik siire boyunca, 50 ve 55 ‘C’de ise 2 saat boyunca 6n
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inkiibasyona birakildiktan sonra aktivitenin % 100 oraninda korundugu tespit
edildi. 65°C’de 4 ve 12 saat 6n inkiibasyona birakilan B-Galaktosidaz VO2 igin
aktivitesini sirasiyla %84 ve %72 oraninda korurken, VOO tarafindan iiretilen
enzimin ise ayni kosullarda aktivitesini %60 ve %48 oraninda korudugu

gozlendi
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Sekil 4.23.VO2 izolatina ait p-galaktosidaz’in zamana bagl sicaklik
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Sekil 4.24.VO9 izolatina ait -galaktosidaz’in zamana bagli sicaklik
stabilitesi
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4.1.18.Farkh pH Degerlerinin Zamana Bagh olarak p-galaktosidaz
Stabilitesi Uzerine Etkisi

B-galaktosidazin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in ham enzim 4.0, 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0 ve 10.0’da farkli siirelerde (1, 2, 4, 8 ve 12 saat) 6n inkiibasyona
birakildiktan sonra standart B-galaktosidaz aktivite tayini yapildi.

V02 izolati1 pH 5.0, 6.0 ve 7.0’da 1 saat boyunca, pH 5.0 ve 6.0°da 2 saatlik 6n
inkiibasyon siiresi sonunda enzim aktivitesini % 100 oraninda korudugu tespit
edildi (Sekil 4.25).

VO9 izolat1 pH 6,0°da 1 saat boyunca, pH 6,0’da 2 saatlik 6n inkiibasyon siiresi
sonunda enzim aktivitesinin % 100 oraninda korudugu, 4, 8 ve 12 saat 6n
inkiibasyon sonunda enzim aktivitesinin kontrole gore kademeli olarak diistiigii
tespit edildi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25.VO2 izolatina ait -galaktosidaz’in zamana bagli pH stabilitesi
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Sekil 4.26.VVO9 izolatina ait B-galaktosidaz’in zamana bagli pH stabilitesi
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5.TARTISMA VE ONERILER
5.1.Tartisma

Farkli alanlarda biiyiik bir gelisme gdsteren biyoteknoloji nerdeyse her alanda
kullanilmasiyla biiyiik ilgi gérmektedir. Ozellikle son yillarda biyoteknolojik
imkanlar kullanilarak mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin endiistriyel
alanda yer almasi ekonomik y6nden ilgi odagi olmustur (Kiran ve ark., 2006).

Endiistriyel biyoteknolojideki ilerlemelere bagli olarak kullanilan bir yontem
olan kat1 faz fermantasyon (KFF) teknolojisinin uygulanmasi, bir¢ok tarimsal
ya da endiistriyel atiklarin mikrobiyal yonden substrat olarak kullanilmasiyla
ekonomik acidan biiyiik bir firsat sunmaktadir (Pandey ve ark., 2000).

Caligmamizda farkl sicaklik degerlerinin (30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75
ve 80 C) enzim iiretimine etkisi incelendi. VO2 izolatinin 45 °‘C’de
(1,678+0.047 U/mg) optimum enzim tiretimi sagladigi, VO9 izolati igin
optimum sicaklik degeri ise 40 °C (1,397+0,055 U/mg) olarak gozlendi. VO2
izolat1 30 "C den 45 °C sicakliga kadar enzim tiretiminde artig gozlendigi bu
degerden sonra da enzim iiretiminde azalma oldugu gozlendi. VO9 izolatinda
ise 30 C den 40 °C sicakliga kadar artis gozlendigi 40 °C den sonra sicakliga
bagh olarak enzim iiretiminde azalma goriilmiistiir. Her iki bakterinin belli
sicakliktan sonra enzim fiiretiminde azalma olmasmin nedeninin sicaklikla
birlikte bakteri iiretiminin azalmasi ve hayati dneme sahip bazi bakteriyel

enzimlerin yiiksek sicakliktan olumsuz etkilenmesi olabilir.

Sridevi ve ark. (2008), kat1 faz fermantasyon (KFF) yontemiyle Aspergillus
oryzae mantarindan elde etikleri B-galaktosidazin optimum sicakligin1 30 'C
olarak saptamislardir. Rajoke ve ark. (2003), Kluyveromyces marxianus’u
kullanarak elde ettikleri p-galaktosidazin optimum sicakhigimi 35-37 °C
belirlemiglerdir. Hsu ve ark. (2005), Bifidobacterium longum CCRC 15708
kullanarak tirettikleri B-galaktosidazin optimum sicakligi 37 ‘C olarak tespit
etmislerdir.

Calisgmamizda pH degerlerinin enzim iiretimine olan etkisine bakilmistir. VO2
ve VO9 izolatlar i¢in farkli pH araliklar (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5,
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8.0, 8.5, 9.0, 9.5 ve 10.0) test edilmistir. VO2 izolat1 igin optimum pH 7.0
(1.791+0,044 U/mg) olarak, VO9 izolat1 igin ise optimum pH 6.0 (1,435+0,049
U/mg) olarak tespit edilmistir.

Hsu ve ark. (2005), Bifidobacterium longum’a bagh iiretilen B-galaktosidazin
pH arahigimi 6.5 olarak tespit etmislerdir. Batra ve ark. (2002), termofilik bir
bakteri olan Bacillus coagulans RCS3’dan elde edilen B-galaktosidazin ideal
pH araligi 6.0-7.0 olarak belirlemislerdir. Itoh ve ark. (1993), Lactobacillus
kefiranofaciens 'den iretilen p-galaktosidazin optimum pH’y1 6.5 olarak
saptamiglardir. Elde ettigimiz sonuglar arastiricilarin rapor ettikleri sonuglarla

ortiismektedir.

Calismamizda farkli ekim miktarlarmin (%5, %10, %15, %20, %25, %30, %35,
%40, %45 ve %50) B-galaktosidaz iiretimine olan etkisinde VO2 izolati igin
optimum ekim miktar1 %25 (1,816+0,063 U/mg) olarak tespit edilmistir. VO9
izolat1 igin ise ideal ekim miktar1 %30 (1,494+0,056 U/mg) olarak tespit
edilmistir. Ekim miktarmin yiiksek olmasi bakterinin bulundugu ortamin nem
oraninin artmasina Ve sivi bir ortamin olusmasi sonucunda diffiizyon hizinin
yavaglamasina neden olabilir.

Calismamizda nem miktarinin ve c¢alkalama hizinin enzim iretimine olan
etkisinde VO2 ve VO9 izolatlar1 i¢in uygun nem miktar1 % 30 olarak tespit
edilmistir. Nem miktariin artmasiyla enzim tiretiminde diisiisler saptanmistir.
Bu nedenle nem miktarinin artmasi her iki izolat i¢in uygun ortam olmadigi,
substratin ¢oziinme oranimi degistirdigini, diflizyon hizmin degigmesine
baglanmaktadir. Calkalama hizinda VO?2 izolat1 120 rpm’de, VO2 izolat1 ise
150 rpm’de maksimum diizeyde enzim tliretimi tespit edilmistir. Her iki izolatin
optimum ¢alkalama hizindan sonra enzim {iretiminde diisiis gostermesi uygun
olmayan ortam sartlarin olugmasi, besin miktarmin azalmasma olarak

diisiintilmektedir.

Calismamizda %1 oraninda ortama eklenen farkli karbon kaynaklarinin
(glikoz, galaktoz, mannoz, ksiloz, fruktoz, sukroz, laktoz ve nisasta) -
galaktosidaz iiretimine olan etkisinde VO2 izolat1 igin sirasiyla laktoz >sukroz
>glikoz> nisasta > galaktoz > ksiloz > mannoz > froktoz seklinde bir siralama
belirlenmistir. VO9 izolat1 i¢in enzim tretimindeki siralama laktoz >sukroz
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>glikoz> nisasta > ksiloz > galaktoz > mannoz > froktoz seklindedir. Her iki
izolat i¢in laktoz enzim iretmede maksimum diizeyde bir verim saglarken,
fruktoz ise her iki izolat i¢in olumsuz etki olusturarak minimum diizeyde enzim
iiretilmesine neden olmustur.

Sridevi ve ark. (2008), kat faz fermantasyon (KFF) yontemiyle Aspergillus
oryzae mantarindan elde etikleri B-galaktosidaz iiretiminde % 1 oraninda
eklenen dort farkli karbon kaynaginda en iyi enzim iretimi glikozda
gozlemiglerdir. Konsula ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismalarda Bacillus
subtilis’den B-galaktosidaz enzim iiretmis olup enzim iiretimi i¢in kullandiklari
karbon kaynaklari iginde en iyi enzim iiretimi galaktosidazda oldugunu
bildirmislerdir. Rajoke ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismalarda enzim tretimi
icin en karbon kaynagi olarak laktozda, en diisilk enzim iiretimide glikozda
tespit etmislerdir.

Calismamizda % 1 oraninda ortama eklenen farkli azot kaynaklarinin (maya
ekstrakti, amonyum asetat, amonyum sulfat, tripton, glisin, iire ve pepton) -
galaktosidaz iiretimine etkisine bakildiginda VO2 izolati glisin > maya ekstrati
> tripton > amonyum sulfat > amonyum asetat > iire seklinde bir sira izleyerek
en iyi tiretimin glisin eklenen ortamda gozlenmistir. VO9 izolatinda ise tripton>
maya ekstrakti > glisin >amonyum siilfat > amonyum asetat > pepton > {ire
olarak elde edilmistir. Sonuglardan goriildiigii gibi en iyi azot kaynag tripton
olarak saptanmugtir.

Sridevi ve ark. (2008), yaptiklari ¢aliglarada kullanilan azot kaynaklari i¢inde
maksimum diizeyde enzim diretimi sodyum nitratta gozlemlemislerdir.
Konsoula ve ark. (2007), Bacillus subtilis’i kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarda
azot kaynagi olarak kullanilan maya ekstrakti en yiiksek aktiviteyi gosterdigini
belirlemislerdir. Hsa ve ark. (2005), yaptiklart ¢alismada, en yiiksek f-
galaktosidaz seviyesinin, azot kaynaklari i¢in maya Oziitii ile tretildigini
saptamiglardir. Calisilan her iki bakteride de eklenen azot kaynaklarinin, enzim
iiretiminde kontrole gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu sonugta enzim
iiretimi i¢in disaridan azot kaynagi eklenmesinin gerekli olmadigin1 ve daha
diisiik maliyetle iiretim yapabilecegimizi gostermektedir. Yaptigimiz calismada
maya ekstraktinin her iki izolat i¢in de iyi bir ek azot kaynagi oldugu



53 | B8-Galaktosidaz Enziminin Kati Faz Fermantasyon Yéntemiyle Uretimi

belirlenmistir. Ancak en yiliksek enzim iiretimi VO2 i¢in glisin, VO9 ig¢in

tripton olarak gozlenmistir.

Calismamizda farkli metal tuzlarmin (CaCly, Zn Cly, CdCly, HgCl,, CoCl;,
MgCl, ve CuS04) enzim tiretimine olan etkisini belirlemek i¢in yedi farkli metal
iyonu kullanilmigtir. VO2 i¢in en iyi enzim iiretimi MgCl, metal iyonunda
gostermis olup kontrole gore diisiikk bir oranda (%10,8) diisiis oldugu tespit
edildi. HgCl,® nin ise % 93 oraninda enzim iiretimini inhibe ettigi belirlenmistir.
VO9 izolatinda ise optimum enzim iiretimi MgCl> metal iyonunda gézlenmis
olup kontrole gore % 12,3 oraninda bir diigiis olmustur. En diisiik enzim tiretimi
oran1 HgCl igeren ortamda tespit edilmis olup bu agir metalin enzim iiretimini
inhibe ettigi agikca goriilmiistiir.

Isik ve ark. (2010), S. thermophilus ve L. bulgaricus’den iiretilen [-
galaktosidaz i¢in Mg*? iyonlar1 aktivasyon artirici bir etki yarartirken. Zn?, Ca?
ve Fe? metal iyonlar1 aktiviteyi inhibe edici etkisi oldugunu bildirmislerdir. Lu
ve ark. (2007), yaptiklar1 galismada Mg*? enzim {iretimini aktive ederken Hg*?
ve Cu*?iyonlart ise aktiviteyi inhibe ettigini belirtmislerdir. Chakraborti ve ark.
(2000), metal iyonlarin enzim aktivasyonu iizerine yaptiklari galismalarda Mg*?
iyonunu optimum bir aktivator oldugunu saptamislardir. Wanarska ve ark.
(2005), yapmis olduklar1 ¢alismada Mg*? iyonunun aktiviteyi olumlu yonde
etkiledigi Cu*? enzim aktivitesine etkisinin olmadigi ama agir metal iyonlarinin
aktiviteyi inhibe ettigini tespit etmislerdir.

Caligmamizda surfaktanlarin (Tween20, Tween40, Tween80 ve Triton X-100)
B-galaktosidaz tiretimi iizerine etkiside VO2 ve VO9 izolatlar1 i¢in maksimum
diizeyde enzim iiretme biiytkliikleri Triton X-100 > Tween40 > Tween80 >
Tween20 seklinde belirlenlenmistir. Surfaktanlarin hiicre yiizeyi genisletici
etkisi ve hiicre porlarinin genigletmesine neden olmasiyla tiretilen enzimlerin
hiicre digina ¢ikmasina sebep olur. Ortamda artan enzim miktarinin hiicre
ylizeyindeki porlarin geniglemesine baglanmasi yanlis olmaz. Bu sonuglardan
Triton X-100 ortama eklendiginde por genislemesinin maksimum diizeyde
oldugunu, Tween20’de ise porlarin genisleme oraninin minimum diizeyde
oldugunu gostermektedir.
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B-galaktosidazin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi ¢alismalarinda 65 ‘C’de 1
saat ve 55 ‘C’de 2 saat inkiibasyon sonunda her iki izolatin enzim stabilitesinin
de % 100 oldugu belirlenmistir. Her iki izolatin sicakliga ve zamanin artmasina
bagl olarak 12 saat sonunda ve 80 °C’da enzim aktivitesinde yaklagik olarak
%75 oraninda kayip goriilmesine ragmen enzim aktivitesini tamamen
yitirmedigi tespit edilmistir. Bu sonug elde edilen enzimin endiistiryel alanda
yiiksek sicaklik gerektiren iglemlerde kullanilmasinin 6nemini gostermektedir.

Chakraborti ve ark. (2003), Bacillus polymxiayaptiklart caligmalarda (-
galaktosidazin 50 °C de stabil oldugu 60 ‘C den sonra stabilitesini korumadigini
belirlemislerdir. Ohtsu ve ark., (1998), Thermus sp. A4’ten elde edilen enzim70
‘C’de stabilitesini korudugunu saptamiglardir.

B-galaktosidazin pH stabilitesinin belirlenmesi ¢alismalarinda VO2 izolati pH
5.0,6.0 ve 7.0’da 1 saat, pH 5.0 ve 6.0°da 2 saat sonundaki enzim aktivitesinin
% 100 oldugu saptanmistir. pH ve siirenin artmasiyla enzimin stabilitesini
koruyamadigi, pH 10,0’da ve 12 saat sonundaki inkiibasyon sonunda da enzim
aktivitesini kismen korudugu belirlenmistir.

VO9 izolatinda enzimin pH 6,0’da 1 ve 2 saat inkiibasyon sonunda enzimin
stabil oldugu, pH ve silirenin artmasiyla enzim stabilitesini koruyamadigi
gbzlenmistir. Buna gore her iki izolatin pH 6,0°da 1 ve 2 saat sonunda %100
oraninda stabil oldugu tespit edilmistir.

5.2.Oneriler

Bu ¢aligmada yeni izole edilen VO2 ve VO9 izolatlarinin biyoteknolojide sik¢a
kullanilan enzimlerden olan B-galaktosidaz i¢in uygun birer iiretici olmalari
ortaya konmustur. izolatlar enzimin hizl1 ve ucuz bir sekilde elde edilmesinde
elverisli biyolojik kaynaklar olarak degerlendirilebilir.

Giliniimiiz biyoteknoloji enzimleri arasinda 6nemli bir yere sahip olan (-
galaktosidazin laktozu hidrolizi yoniinden saglik sektorii ve yiyecek enddistrisi
icin gelistirilerek daha kapsamli sonuglar ortaya ¢ikabilir.

Yapilan ¢alismada KFF yontemi ile piring ve mercimek kabuklarinin -
galaktozidaz {iretiminde alternatif substrat olarak kullanilabilecegi tespit
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edilmistir. Bu atik maddelerin enzim eldesinde kullanimi: hem ekonomik
yonden hem de ¢evre kirliligini 6nlemede biiyiik yararlar saglayabilir. Ayrica
yeni izolatlardan KFF yontemi kullanilarak ¢evreye duyarli, ekonomik,
verimliligi yiiksek bir sekilde diger biyoteknolojik enzimlerin eldesi
saglanabilir.
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